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Bevezetés 
 
A daganatos betegségek, köztük a húgyhólyagdaganatok gyakorisága hazánkban 
egyre növekszik. Sajnálatos módon, a testfelszínen látható daganatokon és a jól szűrhető 
méhnyak és emlőrákon kívül a daganatok korai felismerése ma is probléma. Nincs olyan 
diagnosztikus teszt, amellyel a tumoros elváltozás korán, gyorsan, kevés költséggel és a 
beteg számára kis terheléssel kimutatható lenne, és ez a húgyúti tumorok esetében is igaz. 
Hazánkban évente mintegy 2000 új húgyhólyagrákot diagnosztizálnak. A 
húgyhólyagdaganat gyanúját felvető leggyakoribb tünet a vérvizelés. Hajlamosító 
tényezők közül a dohányzás, valamint az aromás vegyületekkel való érintkezés emelhető 
ki. 
A húgyhólyagtumorok diagnosztizálása, prognosztikája valamint a további terápia 
meghatározása hagyományosan a transzurethrális reszekció (TUR) során vett minta 
szövettani vizsgálatán alapszik. A terápiát a daganat szövettani tipizálásán túl lényegileg 
meghatározza a daganat mélységi terjedése: az izominvazív daganatok (az összes eset kb. 
30%-a) sokkal rosszabb prognózissal rendelkeznek, s ezáltal radikálisabb terápiát 
igényelnek, szemben a felületes, nem izominvazív húgyhólyagrákokkal (az összes eset 
kb. 70%). Azonban annak ellenére, hogy az esetek nagy részében, mint felületes daganat 
jelentkezik, e felületes tumorok 50-70%-a a kezelés ellenére recidíválni, 10-20%-a 
progrediálni fog. Kihívást jelent az is, hogy az azonos szövettani megjelenést mutató, 
akár alacsony, akár magas rizikójú húgyhólyag-tumorok közül is lesz ami ki fog újulni, s 
lesz ami progrediálni fog. Jelenleg nem rendelkezünk olyan önálló markerrel, ami 
önmagában előre jelezné a tumor várható biológiai viselkedését. Különböző kutatások 
számtalan molekuláris változást írtak le a hólyag illetve a felső húgyutak urothelsejtes 
carcinomájában; a normál hám tumoros átalakulásának pontos molekuláris útja még nincs 
kellőképpen feltérképezve.  
A TUR-t kiegészítő nem invazív, a beteget nem megterhelő módszer, az 1945-óta 
használt vizeletcitológia, mely megfelelő érzékenységgel rendelkezik a rosszul 
differenciált tumorok esetében, azonban szenzitivitása a jól differenciált tumorok 
esetében korlátozza használhatóságát, valamint a negatív eredmény nem zárja ki a tumor 
lehetőségét. A vizeletcitológia specificitása és érzékenysége fokozható FISH 
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(fluoreszcens in situ hibridizáció) vizsgálat segítségével. Jelenleg, többek között, a 
Semmelweis Egyetem II.sz. Patológiai Intézetében is használt UroVysion Bladder Cancer 
Recurrence Kit van forgalomban, amelyet az amerikai FDA (Food and Drug 
Administration) is diagnosztikus eszközként ismer el. Ebben a 3-as, 7-es és 17-es 
kromoszómák peri-centromérikus régióit, továbbá a 9p21-es lókuszt detektáló próbák 
keveréke található meg. A módszer specificitása és érzékenysége megfelel a 
diagnosztikában elvártaknak, azonban magas költsége, specifikus szakmai háttérigénye 
korlátozza a rutin diagnosztikában való használatának szélesebb körű elterjedését. 
 A húgyhólyagdaganatokon belül lényeges az új WHO klasszifikáció (2004) 
alapján a papillomák, az alacsony malignus potenciállal rendelkező papilláris neoplasiák 
(PUNLMP-k), a low grade (LG) és a high grade (HG,  #208) tumorok elkülönítése. Az 
egyes csoportok eltérő kiújulás mentes túléléssel valamint progressziós rátával 
rendelkeznek, s ezért személyre szabottan agresszívabb kezelésre, szorosabb 
utánkövetésre van szükség ezen tumorok esetében. Azonban, az új szövettani leírások sok 
esetben nem adnak egyértelmű segítséget az egyes entitások elkülönítéséhez: a tumorok 
30%-a indokolatlanul kerül a HG csoportba, továbbá a vizsgálók közötti és az egyes 
vizsgáló leletein belüli eltérés is jelentős. Ezen adatok szintén alátámasztják a további 
markerek iránti szükséget, amelyek segíthetnek a húgyhólyagrákok pontosabb 
szövettani/prognosztikai besorolásában, hozzájárulva a megfelelő terápia kiválasztásához, 
növelve az életminőséget, s csökkentve a terápiás költségeket. 
 Az elmúlt években számos prognosztikai faktort, köztük sejtciklus 
szabályozókat (p53, pRb), proliferációs markereket (Ki-67, survivin), onkogéneket 
(EGFR, FGFR, VEGF) vizsgáltak, azonban jelenleg nem rendelkezünk olyan markerrel, 
ami önmagában felülmúlná a hagyományos szövettani analízis prognosztikai és prediktív 
értékét.  
 A húgyhólyag esetében is kiemelten fontos szerepe van a sejtkapcsoló 
struktúráknak. A húgyhólyag élettani szerepe a vizelet tárolásán, továbbításán túl, a 
vizelettel kiválasztásra kerülő anyagok szövetek közötti térbe, illetve a keringésbe történő 
visszajutásának megakadályozása. Ezen funkcióban központi szerepük van a tight 
junction-öknek, melyek vázát a négy transzmembrán domainnel rendelkező claudinok 
alkotják.  
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A claudinok prognosztikus és/vagy differenciáldiagnosztikus szerepét számos 
humán daganatban leírták. A húgyhólyakrák és normál urothelium esetében kevés 
irodalmi adattal rendelkezünk a claudin expresszióról, valamint annak esetleges 
prognosztikai/differenciál-diagnosztikai szerepe nem ismert. Felső húgyúti 
urotheliumban a claudin-1 a basalis/peribasalis, a claudin-3, -4 és -7 pedig a superfitialis 
rétegekben volt kimutatható. A claudin-3 expressziója szignifikánsan összefüggött felső-
húgyúti tumorok növekedési mintázatával, a stádiummal és a differenciáltsággal, míg a 
claudin-1 és -4 expresszió a stádiummal. Boireau és mtsai a tumor körüli hámhoz 
viszonyítva nem találtak lényeges eltérést a húgyhólyagdaganatok claudin-1 és -7 
expressziójában, míg a claudin-4 esetében a 39 vizsgált esetből 26 esetben találtak 
szignifikáns változást. Ebben a tanulmányban a jól differenciált daganatokban a környező 
hámhoz képest döntően fokozott claudin-4 expressziót a rosszul differenciált 
daganatokban döntően csökkent expresszió váltotta fel, mely szignifikánsan összefüggött 
az egy éves túlélésével. Mivel az egyes daganatokat csak a környező hámhoz képest 
vizsgálták, a jól és rosszul differenciált tumorok összevetésére ez a vizsgálat nem adott 
információt.   
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II. Célkitűzések 
 
A bevezetésben összefoglalt irodalmi adatok tükrében célkitűzéseinket az alábbi 
pontokban fogalmaztuk meg: 
 
 
•  Célunk volt a claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7, -10 mRNS és fehérje, valamint a Ki-67 
fehérje expresszió vizsgálata független, nem tumoros mintákban és különböző stádiumú 
és differenciáltságú (low grade és high grade) húgyhólyagrákokban.  
 
•  Célunk volt a claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7, CK-5/6, CK-20 és Ki-67 fehérje 
expresszió lokalizációjának és erősségének vizsgálata urothelialis papillomában (UP), 
invertált urothelialis papillomában (IUP), PUNLMP-ben és low grade urothelialis 
carcinomában (LG-UCC).  
 
•  Vizsgálni kívántuk az egyes fehérjék esetleges differenciál-diagnosztikai 
szerepét, valamint a fehérje expresszió és a kiújulás mentes és a teljes túlélés közötti 
összefüggéseket. 
 
•  Célunk volt a hólyagrák vizeletből történő kimutatására használatos FISH alapú 
in situ hibridizációs technika fajlagosságának, érzékenységének vizsgálata.
 5 
Anyag és módszer 
 
Low grade/high grade  és nem invazív húgyhólyagdaganatok vizsgálata:  
Anyag:  
 103 sebészileg eltávolított, formalin-fixált, paraffinba ágyazott humán 
minta vizsgálata (86 UCC /27 low grade, 59 high grade/, 17 független, 
nem tumoros urothelium) 
 80 TUR-ral eltávolított szöveti minta vizsgálata (5 független /nem 
tumoros/ normál, 15 IUP, 20 UP, 20 PUNLMP és 20 LG-UCC) 
Módszer:  
 Ventana ES (claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7, -10, Ki-67) és Benchmark XT 
(szöveti multiblokkon claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7, CK-5/6, CK-20 és Ki-
67) immunfestő-automata a fehérje expresszió detektálására (Ventana 
Medical System Inc., Tucson, AZ, USA) 
 Fluoreszcens immunhisztokémia a claudin-4 és claudin-7 expresszió és 
ko-lokalizáció elemzésére 
 Immunhisztokémia kiértékelése szemi-kvantitatív (score x intenzitás) és 
kvantitatív (morfometria) módszerekkel 
 Teljes RNS izolálást követő reverz transzkripció, majd RT-PCR reakció a 
claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7 és -10 mRNS expresszió vizsgálatára 
(referencia gén: β-aktin)  
 
Hólyagrák kimutatása vizeletből FISH módszerrel: 
 
 55 eset (43 szövettanilag igazolt UCC, 6 gyulladás, 2 hyperplasia, 2 
papilloma, 2 eltérés nélkül) szövettani és vizeletmintájának vizsgálata 
 Vizelet előkészítés (Vysis FISH Pretreatment Reagent Kit), FISH 
UroVysion Bladder Cancer Recurrence Kit (Vysis, Inc.), kiértékelés az 
előírásoknak megfelelően 
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Eredmények 
 
Immunhisztokémia és RT-PCR vizsgálat nem tumoros urotheliumban: Az egyes 
claudinok hámon belüli expressziós mintázata és lokalizációja a vizsgált csoportok 
esetében hasonló volt az irodalomban korábban közölt adatokhoz. Claudin-1 membrán-
pozitivitás főként az urothel basalis rétegeiben jelent meg. A claudin-2 perimembranózus-
citoplazmatikus granuláris reakciót adott a basalis/peribasalis rétegekben. Claudin-3 és -5 
gyenge reakciót adott néhány mintában a hám felső rétegeiben. Claudin-4 és -7 
membrán-pozitivitás a hám felső rétegeiben volt detektálható, jellemzően basalis 
irányban csökkenő intenzitással. Azonban, a claudin-7 pozitivitás néhány esetben a hám 
egész terjedelmében megjelent. Claudin-10 nem volt kimutatható. Mind normál, mind a 
gyulladásos hámban elszórt Ki-67 pozitivitást találtunk. A gyulladásos minták 
szignifikánsan magasabb claudin-2 és claudin-4 fehérje valamint claudin-7 mRNS 
expressziót mutattak a nem gyulladásos mintákhoz viszonyítva. 
Immunhisztokémia és RT-PCR vizsgálat tumorokban: Claudin-1, -2, -4 és -7 
kimutatható volt legtöbb esetben. Claudin-3 és -5 csak néhány, többségében jól 
differenciált tumorban volt detektálható. Claudin-10 nem volt kimutatható. A hám rétegei 
szerinti eloszlása a claudin-1, -2 ,-4 és -7-nek a daganatokon belül hasonló volt a normál 
hámban találtakhoz, azonban a claudin-4 a UCC-k nagy részében a hám egész 
terjedelmében megjelent. Invertált papillomákban kérdéses lehet a szöveti orientáció 
megítélése a H&E metszetek alapján, ezért is fontos lehet a claudinok standard hámon 
belüli eloszlása. 
A tumoros minták csökkent claudin-1 és emelkedett claudin-2, -4 és -7 valamint Ki-
67 fehérje és emelkedett claudin-1, -2, -4 és -7 mRNS expressziót mutattak a nem-
gyulladásos kontrollhoz képest. 
A HG tumorok szignifikánsan magasabb claudin-4 és Ki-67 valamint szignifikánsan 
alacsonyabb claudin-7 fehérje expressziót mutattak a LG tumorokhoz viszonyítva. 
Csökkent claudin-1 és emelkedett claudin-2 és claudin-4 mRNS expressziót találtunk a 
HG-UCC-kben a LG-UCC-khez képest. A HG tumorokban a LG tumorokhoz 
viszonyítva szignifikánsan magasabb volt azoknak a tumoroknak az aránya, amelyek a 
claudin-4-et a tumor egész terjedelmében expresszálták, míg a LG tumorok inkább a 
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normálhoz hasonló lokalizációban, azaz a hám felső rétegeiben expresszálták a claudin-4-
et. 
Fluoreszcens vizsgálatok során az esetek többségében a claudin-4 és claudin-7 ko-
lokalizációja volt megfigyelhető. Az immunfluoreszcens analízis is alátámasztotta a 
fentebb említett különbséget a LG és HG tumorok között: a HG-ben emelkedett a 
claudin-4 és csökkent a claudin-7 expresszió. 
A PUNLMP-k és a LG-UCC-k közül néhány esetben a claudin-1 és -4 a tumor 
egész terjedelmében pozitivitást mutatott. Az invertált papillomák 73%-ban (11/15) a 
claudin-1 a daganat teljes terjedelmében pozitív volt. Claudin-1 és -2 expresszió 
alacsonyabb volt a LG-UCC-kben a papillomákhóz, invertált papillomákhoz és a 
PUNLMP-khez képest. Azonban csak a claudin-1 esetében találtunk szignifikáns eltérést 
az egyes csoportok között: az invertált papillomákban szignifikánsan magasabb volt a 
claudin-1 expresszió a klasszikus papillomákhoz, LG-UCC-khez és a PUNLMP-khez 
viszonyítva, mind a morfometria, mind a szemi-kvantitatív kiértékelés eredménye 
alapján. Claudin-4 és -7 expresszió nem mutatott jelentős eltérést az egyes csoportok 
között. Egyik esetben sem találtunk emelkedett claudin-3 expressziót. 
A CK-5/6 a basalis míg a CK-20 pozitivitás az irodalomnak megfelelően a 
superfitialis rétegekben volt kimutatható. A diszregulált CK-20 pozitivitás a nem csak 
superfitialisan elhelyezkedő pozitivitás megjelenésében nyilvánult meg a LG-UCC-k 
esetében. A PUNLMP-k szignifikánsan csökkent CK-20 expressziót mutattak a 
normálhámhoz és a LG-UCC-khez képest. Egyéb vonatkozásban nem találtunk 
szignifikáns különbséget a csoportok között. 
LG-UCC-k szignifikánsan magasabban expresszálták a Ki-67-t a normálhoz, a 
papillomákhoz és az invertált papillomákhoz viszonyítva, valamint a PUNLMP-k az UP-
khez viszonyítva. 
 
Utánkövetéses vizsgálat: Low grade és high grade UCC-k: Az átlagos utánkövetési idő 
45,96 (2-10) hónap volt. A LG páciensek közül egy sem (0/27), míg a HG betegek közül 
19-en (19/57) hunytak el húgyhólyagrák miatt. Ebből a 19 esetből 17 beteg izominvazív 
húgyhólyagrákban szenvedett, míg ketten T1 stádiumúak voltak. Összesen 64 Ta/T1 
stádiumú tumor bizonyult alkalmasnak az utánkövetéses vizsgálatra (27 Lg és 37 HG). 
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LG esetek közül 13 (48%) míg a HG esetek közül 7 (18%) újult ki. Az átlagos KMT 38 
hónap volt a LG-ben, míg 47 hónap a HG-ben.  
Azok a Ta/T1-es tumorok, amelyek magasan, azaz a medián fölött expresszálták a 
claudin-7 fehérjét szignifikánsan rövidebb KMT-sel rendelkeznek a claudin-7-et 
alacsonyan, a medián alatt expresszáló tumorokhoz viszonyítva. 
HG-ből 3 eset (ebből kettő húgyhólyagrákban halt meg), míg a LG-ből egy eset 
sem progrediált izominvazív daganattá. A HG tumorok (T2-vel) szignifikánsan rosszabb 
teljes túléléssel rendelkeztek a LG tumorokhoz viszonyítva.  A nemzetközi irodalomnak 
megfelelően az izominvazív (T2) esetek szignifikánsan rosszabb túléléssel rendelkeztek a 
felületes (Ta/T1) esetekhez viszonyítva. A cisztektómiával kezelt izominvazív betegek 
tovább éltek (48 hónap viszonyítva 14 hónaphoz) az egyéb módon kezelt izominvazív 
daganatos betegekhez viszonyítva. 
Felületes húgyhólyagdaganatok: Az átlagos utánkövetési idő 59,79 (3-126) hónap volt. 
Egy beteg hunyt el, azonban nem urológiai okból. Két PUNLMP-t leszámítva az összes 
eset primer tumor volt. Összesen 20 LG-UCC, 20 PUNLMP, 18 papilloma és 15 invertált 
papilloma bizonyult alkalmasnak az utánkövetéses vizsgálatra. Kiújulás 16 esetben 
történt (10/20 LG-UCC; 6/20 PUNLMP). A papillomák és invertált papillomák nem 
újultak ki.  
A claudin-1-et alacsonyan, azaz a medián alatt expresszáló PUNLMP-k 
szignifikánsan rövidebb KMT-sel rendelkeznek Kaplan-Meier analízisben a claudin-1-et 
magasan, a medián fölött expresszáló PUNLMP-khez képest. A claudin-4-et magasan, a 
medián fölött expresszáló LG-UCC-k szignifikánsan rövidebb KMT-sel rendelkeznek 
Kaplan-Meier analízisben a claudin-4-et alacsonyan, a medián alatt expresszáló LG-
UCC-khez viszonyítva. Claudin-2, -7, CK-5/6, CK-20 és a Ki-67 expresszió nem 
mutatott összefüggést a KMT-sel. 
 
Hólyagrák kimutatása vizeletből FISH módszerrel: A vizeletből származó 
tumorsejtekben az UroVysion segítségével detektált specifikus genetikai eltéréseket 
hasonlítottuk össze a TUR szövettani eredményével. Az UroVysion teszt pozitivitási 
kritériumai 34 esetben teljesültek, minden esetben szövettanilag igazolt UCC volt 
kimutatható a háttérben. Negatív eredményt 16 esetben kaptunk, amelyből 5 eset 
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bizonyult a későbbi szövettan eredményeként felületes, jól differenciált tumornak. 
Összességében a FISH vizsgálat fajlagossága a szövettan alapján 100%-nak, míg 
érzékenysége 87%-nak bizonyult. 
Abból a 12 esetből, ahol a reggeli első és második vizeletből is elkészült a FISH, 
9 UCC közül 3 esetben mindkét teszt pozitív, négy esetben az egyik teszt pozitív, míg a 
másik értékelhetetlen, egy esetben az egyik teszt pozitív, míg a másik negatív, míg egy 
esetben az egyik teszt negatív a másik értékelhetetlen volt. Ezek szerint 8 minta pozitív 
(legalább az egyik minta pozitív), egy minta negatív volt. Mind a három malignitástól 
mentes minta negatívnak bizonyult. Nem volt szignifikáns különbség a reggeli első és 
második vizeletből készült FISH vizsgálatok eredményei között, valamint az 
értékelhetetlen esetek egyenlően oszlottak el ezen két csoport között.   
A 34 FISH-pozitív UCC közül a 9p21 lókusz deléciója volt a fő genetikai eltérés 
két T1-es valamint két T2-es tumorban (12%). Harminc esetben (88%), ide értve a FISH-
sel pozitívnak bizonyult Ta-s tumort, a 3-as, 7-es és 17-es kromoszómák felszaporodása 
volt kimutatható. Ezzel szemben, nyolc esetben a 3/7/17-es kromoszómák 
felszaporodásán túl egy azon sejten belül a 9p21 elvesztése is detektálható volt. Összesen 
11 minta mutatott komplett 9p21 deléciót (32%). 
A felületes (Ta) tumorokban szignifikánsan alacsonyabb volt az UroVysion-nel 
detektált genetikai eltérést tartalmazó sejtek aránya a T1-es és T2-es tumorokhoz 
viszonyítva, míg a T1 és T2 között nem volt szignifikáns eltérés. A G3-as tumorokban 
szignifikánsan magasabb volt a genetikai eltérést mutató sejtek aránya a G1-es 
tumorokhoz viszonyítva.  
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Következtetések  
 
1. Igazoltuk, hogy a claudin és Ki-67 immunhisztokémia segítséget nyújt a különböző 
stádiumú és differenciáltságú húgyhólyagdaganatok differenciáldiagnosztikájában, 
valamint plusz prognosztikus információval szolgálhat a kiújulás mentes túlélés 
tekintetében. A munkánk során használt két értékelési rendszer (szemi-kvantitatív és 
kvantitatív) megerősítette egymást, ami a mindennapi gyakorlatban való felhasználás 
lehetőségét is alátámasztja.  
 
2. Bebizonyosodott, hogy a HG tumorokban a LG tumorokhoz viszonyítva jelentősen 
magasabb a claudin-4 és Ki-67, míg alacsonyabb a claudin-7 fehérje expresszió. A 
claudin-4 mRNS expresszió esetében a hasonló eltérés mRNS szintű szabályozásra utal.  
 
3. Az emelkedett claudin-1 fehérje expresszió megkönnyíti az invertált papillomák 
klasszikus papillomáktól, PUNLMP-ktől és LG-UCC-ktől való elkülönítését. Ezen kívül 
nehezen megítélhető esetekben a claudinok standard lokalizációja segítheti a hám 
orientációját. 
 
4. Az alacsony claudin-1 expresszió PUNLMP esetében, a magas claudin-4 expresszió 
LG-UCC-ben, míg a magas claudin-7 fehérje expresszió Ta-T1-es tumorok esetében 
segíthet a rosszabb prognózissal rendelkező, ezáltal szorosabb utánkövetést igénylő 
esetek kiválasztásában. 
 
5. Az UroVysion teszt megbízható diagnosztikus eszköznek bizonyult magas 
specificitással és érzékenységgel. Magas költsége és jelentős háttérigénye miatt egyelőre 
nem képes kiváltani a rendszeres hólyagtükrözés szerepét, azonban kétes esetekben 
hasznos segítséget nyújthat a húgyhólyagdaganatok utánkövetése illetve diagnózisa 
során.
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Új megállapítások 
 
 A claudin-4 és Ki-67 expresszió szignifikánsan magasabb, míg a claudin-7 
expresszió szignifikánsan alacsonyabb a high grade tumorokban a low grade 
tumorokhoz viszonyítva.  
 
 A magas claudin-7 fehérje expresszió rövidebb kiújulás mentes túléléssel társul 
Ta-T1-es tumorok esetében. 
 
 Az invertált papillomákban talált szignifikánsan magasabb claudin-1 expresszió 
segítheti ezen entitás elkülönítését a klasszikus papillomáktól, PUNLMP-ktől és a 
nem invazív low grade UCC-ktől. 
 
 Az alacsony claudin-1 expresszió PUNLMP-k esetében rövidebb kiújulás mentes 
túléléssel társul a magas claudin-1 expresszióhoz képest. 
 
 A magas claudin-4 expresszió LG-UCC-ben rövidebb kiújulás mentes túléléssel 
társul az alacsony claudin-4 expresszióhoz viszonyítva.  
 
 Az UroVysion teszt egy megbízható diagnosztikus eszköz, magas szenzitivitással 
és érzékenységgel, azonban egyelőre nem képes kiváltani a rendszeres 
hólyagtükrözés szerepét az utánkövetés során. 
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